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摘要 LE -射线 辐 限 和 用 大 肠 杆 效 处 理 蕴 麻 委 五 龄 幼虫 和 乔 贤 均 能 诱导 血 淋 巴 产生 抗菌 物质 ， 
两 种 诱导 源 诱导 所 得 活性 物质 的 抗菌 活性 根 似 。2. 研究 了 五 龄 幼虫 期 和 肾 期 诱导 产生 抗 莫 物 质 的 动力 学 ， 
发 现 五 龄 幼虫 在 饮食 后 第 2 一 4 天 诱导 活力 最 高 ?产生 抗 净 物 质 的 持续 时 间 亦 较 长 ; MIAME 
4 RIG HERG TR 15 天 左右 > 高 峰 期 一 般 在 诱导 后 2 天 至 4 天 之 问 。3， 对 诱导 后 的 爷 麻 委 
血 淋 巴 进行 了 电泳 测 活 和 葡 缚 糙 话 肪 初步 分 离 ,发 现 不 论 幼虫 期 或 旺 期 至 少 可 得 三 个 活性 组 分 ?其 中 既 有 类 
WFP, 的 大 分 子 抗菌 物 质 。 也 有 类 似 于 Pa 和 Pon 的 抗菌 多 肽 ;并 首次 发 现 一 种 分 子 量 约 70000—75000 
道 尔 顿 的 新 抗菌 蛋白 。 

关键 词 CRE THR 免疫 诱导 


LAA BRAN SA RIDA (Pye 等 ,1977; Wago 等 ,1982)， 
不 同 的 诱导 源 可 以 诱导 同类 昆虫 产生 类 似 的 抗菌 物质 ( 屈 贤 铝 等 ,1984) AS 
产生 的 抗菌 物质 则 有 很 大 差异 (Hoffmann 等 ,1981; 屈 贤 铭 等 ，1984)。 过 去 报道 较 多 
的 为 天 委 、 杆 短 和 家 和 蛋 等 鳞 迎 目 昆虫 体内 抗菌 物质 的 诱导 、 分 离 和 纯化 。 我 们 则 以 葛 麻 稚 
为 主要 研究 对 象 ， 探 明了 7- 射 线 和 大 上 肠 杆菌 诱导 五 龄 幼虫 和 肾 产 生 抗菌 物质 的 效果 , 研 
究 了 产生 抗菌 物质 的 动力 学 ,并 对 诱导 所 得 的 抗菌 物质 进行 了 初步 的 分 离 和 鉴定 。 

材料 和 方法 

1. GEER A MARRAZ 684 等 ,由 中 国 农业 科学 院 乔 业 研究 所 和 广东 
省 农 科 院 蚕 业 研究 所 提供 。 

2. 大 肠 杆 菌 对 草 麻 委 和 肾 的 诱导 及 血 淋 巴 的 收集 “不 同 品种 的 厚 麻 鼻 及 肾 ， 每 头 注 
射 1X 10° 大 肠 杆菌 数 (E, coli Di)， 置 室温 (250 左右 ,相对 湿度 为 60 一 80% 左右 ) 
接 育 一 定 天 数 ( 一 般 为 一 7 天 ) 后 ,采集 血 淋 巴 , 10000 转 / 分 4°C 离心 30 分 钟 ,经 玻璃 纤 
维 过 证, 收集 清流 置 一 30°C 低温 冰箱 保存 备用 。 

3. 7- 射 线 处 理 FEY (Co) 辐 照 ,剂量 为 3000 一 10000 伦琴 ， 剂 量 率 为 100 伦 
58/430 

4. 免疫 血 淋 巴 的 热处理 ”将 免疫 血 淋 巴 上 清 液 于 :100°C 沸水 浴 中 加 热 30 分 钟 ， 
10000 转 / 分 离心 30 分 钟 , 吸出 上 清 液 ,于 沉淀 中 加 入 等 体积 的 灭 菌 生理 盐水 溶解 、 再 用 

AMF 1986 年 11 月 收 到 。 
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所 易 文 仲 先生 给 予 大 力 支 持 , ELBE ER TES AB MAIL eo 1 -射线 辐 照 由 江苏 省 农业 科学 
院 原 子 能 利用 研究 所 协助 进行 。 在 此 一 并 致谢 。 
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-22 oo o = 8 学 O R 
10,000 转 /分 离心 30 分 钟 ,合并 两 次 收集 的 上 清 液 , 于 一 30% 低温 冰箱 中 保存 备用 。 

5. 抗菌 物质 的 分 离 及 活性 测定 ”酸性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 法 和 葡 聚 糖 凝 胶 层 析 法 以 
及 培养 焉 测 活 法 参看 Hultmark 等 (1982 ) 的 报道 。 OR PEE PRE RTE A 10 % ,pH8.9。 
Tris-Gly 缓冲 系统 < 

6. 大 分 子 抗菌 物质 的 纯化 及 分 子 量 测定 MEERA E. coli 具有 抗菌 活性 的 
凝 胶 电 泳 区 带 切 下 磨 碎 ,用 pH7.2 的 0.01mol/L 磷酸 缓冲 液 低温 抽 提 6 小 时 , 10000 转 / 
分 离心 30 分 钟 ， 上 清 液 冻 干 后 鉴定 。 分 子 量 测定 用 SDS- 聚 丙烯 酰胺 并 胶 电泳 法 ， 凝 联 
浓度 为 10%, Tris-Gly 缓冲 系统 连续 电泳 , 电 沪 条件 见 Qu 等 (1982)。 


结 Fe 


一 、7Y- 射 线 和 大 肠 杆菌 诱导 龙 麻 乔 和 肾 产 生 抗 菌 物 质 的 动力 学 变化 
7- 射线 和 大 肠 杆 著 都 能 诱导 区 麻 乔 产生 抗菌 物质 ， 由 于 诱导 源 不 同 ,诱导 产生 抗菌 
物质 的 动力 学 也 各 有 差异 ,分 述 如 下 : | a 
1. 不 同 剂量 的 7-HRESRREMAPER ROR DDSLR: 经 用 30007 ( 伦 
=, FE), 50007, 80007 和 100007 等 不 同 剂 量 的 >- 射 线 照 射 化 肾 2 RAR 
量 率 均 为 100y/ 分 ), 取 相同 性 别 的 蚕 蚂 ( 全 为 ?性 ), 在 无 菌 操作 条 件 下 , 每 隔 一 天 从 同一 
Sh HES SAB WUE 1 一 2 滴 血 淋巴 (立即 贮存 于 一 30%C 的 低温 冰箱 中 ), 用 液 状 石 赋 封 住 伤 
口 ,10 天 后 同时 测定 抗菌 活力 ,结果 见 图 1。 由 图 1 ATUL, EAN RERA fak 
| a 不 出 抗菌 活性 ,而 30007 辐 照 组 于 照射 
后 第 五 天 出 现 了 活力 高 峰 ， 以 后 活力 下 
降 ; 50007 组 的 抗菌 活性 变化 规律 与 
30007 组 相仿 ， 但 下 降 速 度 稍 缓 ; 80007 
”组 则 自 第 五 天 起 抑 菌 活力 逐渐 上 升 ， 直 
至 第 九天 才 出 现 最 高 峰 ; 而 100007 组 在 
辐 照 后 第 二 天 就 出 现 了 活力 高 峰 ， 但 持 
续 时 间 亦 最 短 。 综观 以 上 结果 可 以 看 
出 ,高 剂量 >- 射 线 诱导 后 血 淋 巴 中 抗 莫 
物质 出 现 早 ， 并 很 快 达到 高 峰 , 以 后 迅速 
下 降 ; 稍 低 剂 量 诱导 则 血 淋 巴 中 抗菌 物 
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“图 1 不 同 剂量 7-H RES RB ERARE 


《 供 试 品 种 : RAB) 
' 0 —o EXSM e—-e@3000r O—05000r 


质 出 现 较 迟 ， 持 续 时 间 亦 较 长 。 在 本 试 


验 范围 内 , 此 以 80007 为 最 佳 诱导 剂量 。 


2. FAK iy FE Baw SBE WR E 


| 抗菌 物质 的 动力 学 研究 : 以 往 多 数 报道 


全 一 一 全 50007 入- 一 一 全 100007 


”中 , HA E AR E REO EIT 
导 , 这 就 使 得 工作 时 间 相对 集中 , 供 试 材料 亦 受 一 定 限制 。 我 们 对 草 麻 乔 五 龄 幼虫 和 不 同 
发 育 天 数 的 万 麻 短 贤 分 别 以 大 肠 杆菌 Ds 诱导 ,以 比较 其 产生 抗菌 物质 的 差异 , 结果 如 图 
23 所 示 。 图 2 为 大 肠 杆 菌 诱 导 不 同 天 数 的 五 龄 幼虫 后 产生 抗菌 物质 的 动力 学 。 可 以 看 
出 , 自 五 龄 起 乔 至 第 6 天 均 能 诱导 产生 抗菌 物质 ,其 中 以 第 2 一 4 RAR FRENN, WA 
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圈 直 径 约 为 8 一 10 毫米 左右 ,最 高 可 达 12 毫米 ， 过 早 或 过 迟 则 诱导 效果 均 差 。 图 3 为 大 
肠 杆 美 诱导 草 麻 委 晴 产生 抗 葡 物质 的 动力 学 。 图 中 阳线 表明 ， 自 化 肾 当 天 到 化 肾 后 4 天 
进行 诱导 , 均 能 得 到 活性 较 高 的 抗菌 物质 ,其 中 化 贤 当 天 ( 嫩 师 ) 诱 导 ， 抗 菌 物 质 的 活力 高 
峰 出 现 于 诱导 后 第 4 天 ,之 后 昌 逐 渐 下 降 , 但 下 降 速度 较 缓 慢 ,一 直 维持 到 第 14 天 仍 有 相 
当 高 的 活力 。 化 婧 后 1 一 4 天 诱导 产生 抗菌 物质 的 速率 较 快 ,活力 高 峰 一 般 出 现在 诱导 后 
的 2 一 3 天 ,以 后 的 变化 与 后 电 诱 导 基本 相似 。 此 结果 给 予 我 们 这 样 一 个 启示 ， 即 师 期 诱 
导 不 一 定 限于 嫩 肾 ,这 就 更 有 利于 工作 的 合理 安排 和 材料 的 充分 利用 。 
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2 大 肠 杆菌 诱导 万 麻 驮 五 龄 幼虫 产生 抗菌 物质 图 3 | aT a GP Pe ARY 
的 动力 学 变化 (品种 : 印 白 黄 ) 动力 学 变化 (品种 : 印 白 黄 ) 
X—_ KEE O Oo 五 龄 一 足 天 O-—oO o— o KHAR A 一 一 人 化 旺 后 三 天 
五 龄 二 足 天 “@ 一 一 @ 五 龄 三 足 天 “人 一 一 人 五 龄 四 0 一 一 0 化 肾 后 一 天 ”A 一 一 4 化 师 后 四 天 


ER | 入 一 一 全 五 龄 五 足 天 “上 -一 一 四 五 龄 六 足 天 


二 、 大 肠 杆 菌 诱 导 蕊 麻 丢 肾 产 生 抗 菌 物 质 的 组 分 鉴定 

屈 贤 铭 等 (1984) 曾 报道 用 超声 波 和 大 肠 杆 菌 诱导 草 麻 委 只 产生 一 种 活性 组 分 。 但 
从 我 们 的 试验 结果 来 看 ,用 大 肠 杆菌 诱导 后 的 龙 麻 乔 尹 血 淋 巴 ,用 酸性 电泳 的 方法 至 少 可 
分 得 三 个 活性 组 分 , 其 中 迁移 最 慢 的 大 分 子 抗菌 物质 的 位 置 类 似 于 梓 委 中 的 Ps， 另 两 个 
迁移 较 快 的 组 分 别 类 似 于 Poa 和 Pys 的 位 置 ， 属 小 分 子 抗菌 多 肽 〈 见 图 4)。 另外 ， 我 
们 还 用 碱 性 电泳 的 方法 首次 分 得 一 个 具有 抗菌 活性 的 新 组 分 ， 用 SDS-PAGE 测 得 分 子 
量 为 70000 一 75000 道 尔 顿 ( 图 41C)。 车 用 诱导 后 的 新 鲜血 淋巴 进行 电泳 测 活 ， 则 主要 活 
HAD HARD FT ORLA 铝 ), 若 将 血 淋 巴 置 于 一 20%C 一 一 30°C 的 低温 冰箱 内 保存 2 一 3 
个 月 后 再 行 测 活 , 则 发 现 同一 血 淋 巴 样品 中 出 现 了 小 分 子 活性 物质 (图 44)。 这 一 现象 我 
们 仅 在 684 品种 中 发 现 ， 其 余 品种 主要 还 是 大 分 子 抗菌 物质 。 此 结果 用 培养 亚 测 活 法 也 
得 到 了 证 实 ( 见 图 5)。 图 5 表明，5、6 中 存在 小 分 子 活性 物质 ,而 3 中 则 不 存在 。 以 上 结 
果 提 示 我 们 ,在 大 分 子 和 小 分 子 抗菌 物质 之 间 似 乎 存在 着 某 种 密切 的 关系 ,这 一 发 人 深思 
的 现象 将 有 必要 进行 深入 一 步 的 研究 。 
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、 葛 麻 番 肾 血 淋巴 内 抗菌 物质 的 初步 分 离 纯化 和 鉴定 

KRK ENS SIGH SR Ae LIE, 冷冻 一 段 时 间 后 ,经 低温 高 速 离心 并 过 
We EN 20 h, LEAH 0.15mol/ 工 pH 5.3 NHIAc 缓冲 液 ( 仿 0.1% EEM) F 
好 的 Sephadex G-109 柱 ,然后 用 相同 的 缓冲 流 洗 脱 ,分 离 。 所 得 各 管用 751 型 紫外 分 区 
_ 光度 计 测 定 280nm 处 的 吸收 信 , 同时 进行 培 
中 养生 测 活 ， 结 果 见 图 6。 图 6 表 朋 有 3 个 抗 
菌 活 力 的 吸收 峰 , 与 电泳 测 活 图 谱 完 全 一 致 。 
9 为 了 鉴定 这 3 个 活性 组 分 是 大 分 子 还 是 小 分 
“| 子 物 质 ， 我 们 另 用 同 批 免 疫 血 淋 巴 经 热处理 
sd, Ee 30 BREF LK, 上 用 0.05mol/L 乙酸 
se (oH 5.1) 平衡 后 的 CM-Sepharose CL-6B. 
. 六 人 : kE (25 X 0.55cem), 然后 以 0.05 mol/L 对 
0.4mol/L 及 0.4 mol/L 对 1 mol/L CBRE 





= oe 






z 


m igh b i 
air ` a i | = a bę- z 
= la Fai bY J] af) = 5 < 
= a 7 b a r i 


eF 
= 
e 


Pyes = y we =i. 
f ie à 


i . = 
on or 





f ha 





i d 
| | 
A B C ia 
图 5 se ACR FU TRIAS ERA AR AED 
图 1 CHIR A RS BEE 苗 话 力 的 影响 (品种 : 684) 
《品种 : 684) LER 2. 示 经营 沸 的 新 鲜 免疫 血 淋 巴 的 抑 获 圈 3R 
A， 诱 导 后 的 免疫 血 淋 巴 于 多 温 冰 箱 中 存放 两 个 月 后 的 。， 沸 后 的 新 鲜 免 变 血 淋巴 〈 不 表现 抗菌 活 性 ) 4. 一 30"C 


酸性 电泳 测 活 图 〈 显 示 三 个 活性 组 分 ) B. Gere _ 中 存放 2 个 月 后 的 免疫 血 淋 巴 (未 经 煮沸 ) 5 一 30"C 中 
二 淋巴 酸性 电泳 测 活 图 (一 个 活性 组 分 ) C, RH 存放 IP AD RE MIRE CRB 30 分 钟 ) 6. —30°C 中 
PAGE 分 离 和 鉴定 的 大 分 子 抗菌 活性 物质 。 ”存放 2 个 月 后 的 免疫 血 漆 巴 ( 素 洲 30 分钟》 

《pH5.1) 梯度 洗 脱 ,结果 见 图 7。 图 7 显示 , 经 热处理 后 尚 能 分 得 对 热 稳定 的 3 个 小 分 子 
活性 组 分 ,我 们 分 别称 之 为 a、8 和 7?， 其 中 “组 分 对 阳离子 交换 剂 的 吸附 能 力 较 低 ， 有 
可 能 为 一 偏 酸性 物质 ,而 8 和 7 则 可 能 类 似 于 Pon 和 Pyso。 O 

除了 酸性 电泳 测 得 三 个 活性 组 分 外 ,我 们 还 用 碱 性 PAGE 首次 分 得 一 个 新 的 抗菌 活 
性 组 分 ,该 组 分 pl GR, 在 酸性 聚 商 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 中 不 出 现 。 将 碱 性 电泳 制备 得 到 的 
新 的 抗菌 组 分 冻 干 后 , 先 经 培养 迎 测 活 ,再 以 上 海 生化 所 东风 厂 生产 的 低 分 子 量 标 准 蛋 白 
为 标准 样品 ,用 SDS-PAGE 测定 分 子 量 ， 结 果 见 图 8、9。 其 主 带 分 子 量 约 为 70000 一 
75000 道 尔 顿 。 这 一 新 的 抗菌 活性 组 分 的 进一步 分 离 、 纯 化 和 鉴定 工作 正在 进行 中 。 
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WE XBHRERSARAM MALE Sephadex- 
G-100 柱 上 的 层 析 行 为 (品种 : 684) © 
0 一 一 上 280nm Rik e— e 抗菌 活力 
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8 RB Le hh EE DSA AS 
的 抗菌 物质 SDS-PAGE 图 谱 ( 吕 种 684) 
14 孔 为 标准 蛋白 样品 2、3 和 孔 为 初步 分 离 的 
浙 抗 蓝 物 质 , 箭 头 所 示 为 新 发 现 的 大 分 子 抑 著 
物质 
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图 7 热处理 后 的 草 麻 乔 晴 血 淋 巴 在 CM-Sepharose 
CL-6B 柱 上 的 纯化 (品种 : 684) 
oO 一 一 9 280am 琢 收 值 。@ 一 一 9 抗 落 活力 
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图 9 BSAA EH PAGE 抗菌 
物质 的 分 子 量 测定 ， 
o 表示 标准 样品 :磷酸 化 酶 3(94000) AeA 
(67000) 肌 动 蛋白 (43000) PRERNA (30000》 
TMV 外 壳 蛋 白 (17500) <- 示 样 品 所 在 位 置 
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讨论 四 
多 种 理化 因素 处 理 鳞 翅 目 昆虫 都 能 诱导 血 淋 巴 产生 抗菌 物质 (Hoffmann 等 , 1981; 
祁 国 荣 等 ,1983; 屈 贤 铭 等 ,1984)。 不 同 诱导 涯 对 同一 种 昆虫 以 及 同一 诱导 源 对 不 同 种 昌 
. 虫 诱导 所 得 的 抗菌 物质 差异 甚大 ,这 可 能 与 各 种 昆虫 的 系统 发 育 和 进化 有 关 (Xian-ming 
Qu 等 ,1982)。 本 文 所 述 用 -ARMADI EREA SERR ERRA, 所 得 活性 


组 分 与 天 蚕 、 家 乔 和 棕 蚕 都 不 尽 相 局 。 曾 有 报道 认为 大 肠 杆菌 或 超声 波 诱导 苑 麻 蚕 肾 后 


从 酸性 电泳 中 只 看 到 一 个 分 子 量 较 大 的 活性 组 分 ( 屈 贤 铭 等 ,1984), 我 们 经 多 次 重复 试验 
”后 认为 至 少 可 得 3 个 活性 组 分 ， 除 有 一 个 类 似 于 P; 位 置 的 大 分 了 于 活性 物质 (经 SD5- 
PAGE 测定 分 子 量 约 为 24000 道 尔 顿 ) 外 , 还 有 2 一 3 个 小 分 于 活性 物质 。 电 泳 图 谱 上 一 

只 看 到 3 个 活性 组 分 ,但 煮沸 后 的 血 淋 巴 经 CM-Sepharose CL-6B 柱 分 离 后 仍 出 现 三 
jilet 8 a、8,7)， 可 能 由 于 8 和 7 两 个 峰 的 多 肽 其 分 子 量 和 所 带电 荷 差 异 不 大 ,或 ， 
是 其 中 之 一 含量 较 低 之 故 , 因 而 电泳 图 上 不 易 分 开 和 显示 。 另 外 ,我 们 用 碱 性 电泳 还 分 得 
一 个 以 前 未 见报 道 过 的 分 子 量 为 70000 一 75000 道 尔 顿 的 大 分 子 抗菌 物质 ， 该 组 分 与 Pr 
或 其 他 小 分 子 抗菌 物质 的 关系 正在 进一步 研究 中 。 

本 试验 的 结果 还 指出 ,用 大 肠 杆菌 诱导 龙 麻 甜 后 ,收集 的 血 淋 巴 由 于 低温 存放 时 间 长 
短 不 同 ， 电 泳 测 活 所 示 活 性 组 分 也 有 差异 ,新 鲜血 淋巴 往往 只 出 瑞 1 一 2 个 分 子 量 较 大 的 
活性 组 分 ,经 热处理 后 ,活性 完全 丧失 ,而 低温 (一 30*C) 保 存 2 一 3 个 月 后 的 血 淋 巴 便 出 现 
了 明显 的 小 分 于 活性 物质 ( 见 图 5)。 张 双全 等 (1985) 曾 报道 用 金属 络 合剂 与 大 肠 杆菌 混 
合 诱导 杆 委 贤能 影响 抗菌 物质 组 分 比例 的 变化 , 随 着 时 间 的 推移 ,大 分 予 抗菌 物质 的 量 逐 
渐 减 少 ,而 小 分 子 抗菌 物质 的 量 逐 渐 增 多 。 我 们 的 结果 与 之 有 汪 些 栖 似 之 处 ,因此 是 否 可 
以 设想 ,大 分 子 抗菌 物质 和 小 分 子 抗菌 肽 之 间 是 否 月 可 能 存在 前 体 和 产物 的 关系 。 
”另外 ,关于 诱导 时 期 和 诱导 手段 的 探讨 ,我 们 也 从 实际 应 用 的 角度 做 了 一 些 尝 恋 。 从 
本 试验 结果 看 ,诱导 时 期 并 非 一 定 限于 滞 育 肾 和 焙 肾 , 末 龄 幼虫 期 和 整个 前 蜂 期 均 为 最 适 
诱导 期 。 话 导 手 段 除 了 用 大 肠 杆 菌 、 率 肌 胞 普 或 超声 波 等 理化 因素 外 > 我 们 以 7 了- 射线 轻 
照 亦 能 产生 抗 慕 物 质 , 这 不 仅 是 增加 了 一 种 诱导 手段 的 问题 ， 也 许 有 可 能 为 今后 大 量 诱导 | 
和 分 离 抗菌 物质 提供 一 种 可 行 的 方法 。 
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STUDIES ON THE ANTIBACTERIAL SUBSTANCES OF PHILOSAMIA 
CYNTHIA RICINi INDUCED BY yY-RADIATION AND | 
ESCHERICHIA COLI 


Dart. ZHU-YING ZHANG SHUANG-QUAN 
(Department of Biology, Nanjing Normal University, Nanjing) 
Wu Done-xiu 


(Institute of Sericulture, Academy of Agricultural Sciences cf China, Zhenjiang) 


Both’ the larvae in fifth instar and the pupae of Philosamia cynthia ricini can be induced 
to produce antibacterial substances in the haemolymph by irradiation ‘with Y-TayS/ or injection 
with Escherichia coli. The antibacterial activities of the active substances induced by these two 
factors are similar. It was found that the most competent stage of. the insect for the ‘induction 
was two to four’ days after starting the feeding in fifth larval instar and the duration of the 
competence was about three to six days. , „In the pupal, stage the most competent stage was from 
the first to the fourth day after the last larval moult which could last for about 15 days. In 
general the peak of the immunological reaction was in the period of two to four days after the 
treatment. 

The. antibacterial substances’ in. the haemolymph of the larvae and: pupae induced ‘by injec- 
tion with E. coli was studied by electrophoresis (PAGE) and: isolated with sephadex and se- 
phrose. It was, found that at least three active components could be obtained and they includ- 
ed a. ps-like large .molecule and a pos-like polypeptide in both. the larval and pupal stages. A 
new antibacterial. protein with MW about 70, 000-75, 000 dalton was found. 
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